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RESUMO 

DESENVOLVIMENTO DE IMUNOENSAIO ELETROQUÍMICO PARA 

DETECÇÃO DE ANTICORPOS ANTI-ZIKA VÍRUS VISANDO O 

DIAGNÓSTICO DA DOENÇA. O vírus zika (ZIKV) é um flavivirus 

transmitido por espécies de mosquito Aedes. A doença pode ser assintomática 

ou apresentar quadros clínicos, como: conjuntivite, febre, dor de cabeça e, em 

casos graves, desenvolvimento de microcefalia fetal e síndrome de Guillain-

Barré. A rápida disseminação do vírus e as dificuldades de diagnóstico requerem 

o desenvolvimento de métodos alternativos para o diagnóstico com alta 

especificidade e sensibilidade. Nesse cenário, propusemos um método 

eletroquímico para a detecção de anticorpos Ab1ZIKV utilizando partículas 

magnéticas modificadas com uma proteína não estrutural recombinante 

(ΔNS1ZIKV) e anticorpos anti-IgG marcados com a enzima horseradish 

peroxidase (HRP). O método analítico proposto envolveu a fabricação do 

dispositivo microfluídico e um imunoensaio baseado em uma estratégia do tipo 

sanduíche. O dispositivo foi construído usando materiais de baixo custo e o 

layout do sistema consistia em um arranjo contendo oito eletrodos de trabalho, 

um eletrodo de pseudo-referência e um contra-eletrodo. A detecção 

eletroquímica foi realizada com base no ciclo eletrocatalítico da HRP, injetando 

uma solução contendo hidroquinona (HQ) (mediador redox) e H2O2 como 

substrato. A corrente de pico catódica referente a redução do HQ foi obtida 

como sinal analítico e sua intensidade foi proporcional ao logaritmo da 

concentração de Ab1ZIKV. O imunoensaio mostrou uma resposta linear na faixa 

de 0,01 a 9,8×10
5
 pg mL

-1
 com equação de Ip(µA) = 0,04 + 0,01 CAb1ZIKV 

obtido por regressão linear com coeficiente de correlação de 0,981. Os limites de 

detecção e quantificação obtidos foram de 0,48 pg mL
-1

 e 1,45 pg mL
-1

, 

respectivamente. O imunoensaio proposto mostrou-se eficiente na detecção de 

anticorpos Ab1ZIKV, apresentando baixo limite de detecção, garantindo uma 

ferramenta promissora para o diagnóstico da doença. 
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ABSTRACT 

DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL IMMUNOASSAY FOR 

DETECTION OF ANTI-ZIKA VIRUS ANTIBODIES AIMING THE 

DISEASE DIAGNOSIS. Zika Virus (ZIKV) is a flavivirus transmitted by Aedes 

species. The disease may be asymptomatic or present clinical such as: 

conjunctivitis, fever, headache, and in severe cases development of fetal 

microcephaly and Guillain-Barré syndrome.  The rapid spread of the virus and 

the difficulties of diagnosis require development of alternative methods for 

diagnosis with high specificity and sensibility. In this scenario, we proposed an 

electrochemical method for detection of Ab1ZIKV antibodies using magnetic 

beads modified with a recombinant non-structural protein (ΔNS1ZIKV) and anti-

IgG antibodies labeled with horseradish peroxidase enzyme (HRP). The 

analytical method proposed involved the fabrication of microfluidic device and 

an immunoassay based in a sandwich type strategy. The device was built using 

low-cost materials, and the system’s layout comprised of an arrangement of 8-

working electrodes, a pseudo-reference electrode, and a counter electrode. The 

electrochemical detection was performed based in the HRP electrocatalytic 

cycle by injecting a solution containing hydroquinone (redox mediator) and 

H2O2 as substrate. Cathodic peak current of HQ reduction was obtained as 

analytical signal and its intensity was proportional to the logarithm 

concentration of Ab1ZIKV. The immunoassay showed a linear response in the 

range of 0.01 to 9.810
5
 pg mL

-1
 presented an equation of 

Ip( A)   0 04   0 01  Ab1ZI V obtained by linear regression with a correlation 

coefficient of 0.981. The limit of detection and quantification obtained were of 

0.48 pg mL
-1

 and 1.45 pg mL
-1

, respectively. The proposed immunoassay proved 

to be efficient for the detection of anti-ZIKV antibodies, presenting a low limit 

of detection, ensuring be a promise tool for diagnosis of the disease. 

 



XIV 

 

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO .............................................................................................. 1 

1.1 Vírus da Zika ................................................................................................ 1 

1.2 Transmissão e sintomas ............................................................................... 2 

1.3 Biomarcadores.............................................................................................. 4 

1.4 Proteína NS1 do ZIKV (NS1ZIKV) ................................................................ 4 

1.5 Anticorpos IgM e IgG utilizados para detecção de ZIKV ........................... 5 

1.6 Biossensores e Imunossensores ................................................................... 6 

1.8 Anticorpos conjugados com marcadores eletroquímicos .......................... 10 

1.9 Eletrodos descartáveis obtidos por serigrafia (SPE) .................................. 11 

1.10 Sistemas microfluídicos ........................................................................... 12 

2. OBJETIVO .................................................................................................... 13 

Geral ................................................................................................................. 13 

Específicos ....................................................................................................... 13 

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL ....................................................... 14 

3.1 Reagentes e soluções .................................................................................. 14 

3.2 Materiais e Equipamentos .......................................................................... 15 

3.3 Desenvolvimento do Imunoensaio eletroquímico ..................................... 15 

3.3.1 Ensaio do tipo sanduíche para determinação do Ab1ZIKV utilizando 

partículas magnéticas e sistema microfluídico ............................................. 15 

3.3.2 Construção dos eletrodos para o dispositivo microfluídico ................ 16 

3.3.3 Sistema microfluídico .......................................................................... 18 

3.3.4 Modificação das Partículas Magnética com a proteína ∆NS1ZIKV ...... 19 

3.3.5 Captura do Ab1ZIKV em amostras ou amostras fortificadas ................. 20 

3.4 Detecção do anticorpo Ab1ZIKV via amperometria ..................................... 21 

3.5 Ensaios de Adição e recuperação ............................................................... 22 

3.6 Ensaios de reação cruzada.......................................................................... 23 

3.6.1 Ensaios de reação cruzada com anticorpos padrão de Dengue 

(Ab1DENV) ........................................................................................................ 23 



XIV 

 

3.6.2 Ensaios de reação cruzada com a proteína NS1 da Dengue subtipo 3 

(DENV3) ........................................................................................................ 23 

3.6.3 Ensaios de reação cruzada com Ab1DENV e DENV3 ............................ 23 

3.7 Caracterizações eletroquímicas e estudo de repetibilidade referente a 

construção dos dispositivos eletroquímicos ..................................................... 24 

3.8 Amostras de soro de pacientes e amostras fortificadas ............................. 24 

3.9 Fragmento da Proteína ∆NS1 recombinante do ZI V .............................. 25 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO .................................................................. 26 

4.1 Caracterização morfológica dos eletrodos e PMs utilizadas e caracterização 

eletroquímica do dispositivo construído ............................................................. 26 

4.2 Detecção dos anticorpos Ab1ZIKV via amperometria utilizando enzima HRP 

como marcador eletroquímico ......................................................................... 28 

4.3 Otimização das condições experimentais .................................................. 28 

4.3.1 Estudo do Tempo de incubação do anticorpo Ab1ZIKV com as PMs 

modificadas com ∆NS1ZIKV ............................................................................... 28 

4.3.2 Tempo de incubação do anticorpo Ab2 – HRP ....................................... 29 

4.4 Curva Analítica .......................................................................................... 30 

4.6 Ensaios de Adição e Recuperação ............................................................. 33 

4.7 Avaliação da reação cruzada ...................................................................... 33 

4.7.1 Ensaios de reação cruzada com anticorpos padrão de Dengue 

(Ab1DENV) ........................................................................................................ 34 

4.7.2 Ensaios de reação cruzada com a proteína NS1 da Dengue tipo 3 

(DENV3) ........................................................................................................ 35 

4.7.3 Ensaios de reação cruzada com Ab1DENV e DENV3 ............................ 36 

4.8 Aplicação do imunoensaio em amostras de pacientes ............................... 37 

5. CONCLUSÕES ............................................................................................ 41 

6. REFERÊNCIAS ............................................................................................ 42 

 

  



 
Castro, K, R.                                                                                 INTRODUÇÃO 

  

 

1 

1.  INTRODUÇÃO 

1.1 Vírus da Zika  

 O vírus Zika (ZIKV) contém uma cadeia simples de RNA de polaridade 

positiva, com aproximadamente de 30 a 45 µm de diâmetro
1
. É um arbovírus, 

membro da família Flaviviridae e de gênero Flavivirus, assim como a febre 

amarela, Dengue, Chikungunya
2,3

. O ZIKV foi primeiramente isolado em 1947, 

no sangue de macacos Rhesus, em pesquisas sobre febre amarela, na floresta de 

Zika, Uganda, e em 1948 foi isolado no mosquito Aedes africanus
4
. O 

reconhecimento desta doença em humanos em ocorreu 1953, sendo confirmados 

em três casos na Nigéria
5
. O vírus é dividido em duas linhagens filogenéticas: 

asiática e africana
6
, seu genoma possui aproximadamente 11 kbs de 

comprimento e codifica sete proteínas não estruturais (NS1-NS2A-NS2B-NS3-

NS4A-NS4B-NS5) e três estruturais (Capsídeo [C]– Precursor da Membrana 

[prM] – Envelope [E])
7
. 

 Casos isolados ocorreram em partes da Ásia e África
8,9

 porém em 2007 

ocorreu o primeiro grande surto da doença em humanos, na ilha de Yap, 

localizada na Micronésia
10

. Em 2015 sucedeu o primeiro relato da infecção do 

ZIKV nos continentes americanos, espalhando-se rapidamente na América 

Central, do Sul, e Caribe
9
, o Brasil obteve o maior registro de casos da doença 

no mundo
11,12

. No mesmo ano, foi comunicado que o Zika vírus era o causador 

do surto no nordeste brasileiro, na cidade de Natal, (Rio Grande do Norte, 

Brasil). Os infectados apresentavam sintomas leves, porém rapidamente o ZIKV 

alastrou-se para 18 estados no país
13,14

. Inicialmente suspeitavam-se, para o 

causador do surto, a Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV), rubéola, 

parvovírus B19, sarampo, e os vírus do gênero enterovírus, no entanto os 

resultados eram negativos para estes e assim incluiu-se posteriormente o 
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ZIKV
15

. No mundo, até Fevereiro de 2018, o vírus foi documentado em 85 

países
16

. 

1.2 Transmissão e sintomas  

Nas Américas, geralmente a transmissão ocorre pela picada do mosquito A. 

aegypti e/ou  A. albopictus, em meio urbano
17

 (Figura 1), mas podem ocorrer 

por outros mecanismos de contágio como por exemplo: a transmissão vertical 

durante a gravidez
18,19

,  sexual
20,21,22 

e também por meio do risco potencial via 

transfusão de sangue
23

.  Estudos recentes relatam que o vírus da Zika foi isolado 

em outros fluidos humanos como na saliva e na urina, podendo ser outras vias 

de disseminação
24

. A infecção vertical por amamentação não foi relatada, mas 

houve a detecção de partículas viriais neste fluído
17,25

.  

 

Figura 1. Representação esquemática do ciclo urbano da transmissão da doença 

pelo mosquito. Fonte: Elaborada pela autora. 

 O período de incubação da doença varia de 3 a 12 dias. Larga faixa etária 

da população está sujeita a contaminação. A doença pode ser assintomática ou 

apresentar quadros clínicos como: Conjuntivite, febre, dor de cabeça, mialgia 

macular ou maculopapular e artralgia, outro sintoma associado ao ZIKV é a 

microcefalia 
26

 sendo um tipo de anomalia congênita (Figura 2) que afeta o 

crescimento craniano inicial, que é dada por meio da medida da circunferência 
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da cabeça (Head Circumference - HC), levando em consideração o gênero e a 

idade do paciente
27

. De acordo com a Organização Mundial de Saúde, para 

recém-nascidos, o valor  médio para o crânio é de 31,5 cm e 31,9 cm, para 

meninas e meninos respectivamente
18,28

, se o valor for de 2 pontos abaixo da 

média o indivíduo apresenta a doença
16,29,30

, já outros estudos sugerem que esse 

valor é de 3 pontos abaixo da média
31,32

.  

 

Figura 2. Representação do diâmetro da cabeça de um bebê a) normal, b) com 

microcefalia, c) microcefalia grave. (Fonte: Centers for Disease Control and 

Prevention, National Center on Birth Defects and Developmental Disabilities, 

CDC, domínio público, adaptada, 2018.) 

 Estudos relacionam a microcefalia com o ZIKV, uma vez que o vírus 

apresentou neuropatismo (afinidade pelo sistema nervoso) em camundongos 

infectados, em especial os que tem 2 semanas de idade
1
, indicando que o vírus 

atua nas células nervosas do feto
33

. Em humanos a relação foi confirmada pela 

detecção do genoma viral no sangue e em amostras de tecido de um recém-

nascido com microcefalia que faleceu logo após o nascimento. Teste 

preliminares sugerem que a infecção ocorre no primeiro trimestre da gravidez
34

 

e estudos recentes apontam forte associação entre casos de microcefalia e 

infecção por ZIKV
29

. Durante a gravidez, a infecção por este vírus tem sido 

relacionada a abortos espontâneos, natimortos, infecção fetal, restrição de 

crescimento intrauterino (RCIU), ruptura prematura de membranas e parto 

prematuro
35,36

. 
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1.3 Biomarcadores 

A Organização Mundial da Saúde descreve biomarcadores como ―toda a 

substância, estrutura ou processo que pode ser quantificado no organismo e em 

fluidos biológicos, que pode influenciar ou predizer a incidência de um 

acontecimento ou de uma doença‖.37. De maneira mais ampla, biomarcadores 

são compostos que servem como indicadores de processos biológicos e 

patológicos, ou respostas fisiológicas e farmacológicas a um tratamento 

medicamentoso
38

. Logo, biomarcadores podem ser aplicados para diagnósticos, 

em determinações de estágios de doenças, na evolução, prognóstico e no 

monitoramento da resposta a um tratamento
39

. 

1.4 Proteína NS1 do ZIKV (NS1ZIKV) 

O vírus replica-se em células dendríticas ocorrendo assim a viremia, de 

duração média de até 5 dias após o aparecimento dos sintomas.  O diagnóstico 

nesta fase pode ser realizado pela detecção do RNA viral pela técnica de RT-

PCR, pela detecção do vírus pelo isolamento em cultura de células, ou pela 

detecção da proteína NS1 de 46–55 kDa, que é secretada pelas células infectadas 

no sangue, na forma de dímero produzindo uma resposta humoral forte, sendo 

denominada então como antígeno
40–42

. A proteína NS1 é considerada um bom 

alvo para sorodiagnóstico de flavivírus
41,42

.  Logo, esta proteína é um importante 

biomarcador da infecção aguda, sendo utilizada correntemente como antígeno 

base para os métodos de diagnóstico laboratoriais, pois é encontrada em 

elevados níveis no sangue, é frequentemente detectada antes do início dos 

sintomas no indivíduo
41

.  

 Todos os genes NS1 dos flavivírus compartilham um alto grau de 

homologia, podendo gerar reações cruzadas entre os diferentes vírus, uma vez 

que a diferenciação ocorre somente devido características eletrostáticas 

diferentes dos oriundos do ZIKV
41–44

, dificultando o diagnóstico diferencial 
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entre as doenças como a Dengue. Devido a curta viremia, o diagnóstico pela 

detecção de anticorpos imunoglobulina M (IgM) e anticorpos imunoglobulina G 

(IgG), na infecção aguda e de convalescência respectivamente, é de grande 

relevância.  

1.5 Anticorpos IgM e IgG utilizados para detecção de ZIKV 

Geralmente em infecções causadas por vírus, a evolução temporal para a 

produção de anticorpos anti-flavivírus ocorre após o início dos sintomas no 

indivíduo infectado, via a resposta inicial dos anticorpos IgM, que são os 

primeiros a serem produzidos em uma resposta imunológica.  

Neste estágio, pode ser realizada por meio de testes como o ELISA (do 

inglês Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) no formato MAC-ELISA, por 

ensaios de inibição da hemaglutinação (HI) e por teste de neutralização por 

redução de placas (PRNT). Nos demais estágios da doença, é observada a 

resposta imune do anticorpo IgG e sua detecção também pode ser feita por testes 

de ELISA e PRNT, dentre outros 
45–48

. Assim, a detecção de IgM e/ou IgG pode 

dar indício da imunidade adquirida a curto prazo e da imunidade adquirida a 

longo prazo, de uma infecção por flavivirus respectivamente (Figura 3)
45,49

.  

 

Figura 3. Tempo de resposta imune (Fonte: PANG et al. adaptada, 2017
49

).  
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Apesar de serem considerados métodos importantes nas detecções de 

biomarcadores, estes apresentam elevado custo de aquisição, operação, elevado 

tempo de análise, grande volume de amostra e podem apresentar alta 

possibilidade de resultados falsos positivos ou negativos
50–52

.  

Em todo Brasil, estima-se que apenas cem amostras de pacientes infectados 

com Zika vírus podem ser avaliados por semana, através da infraestrutura 

existente para todo o país
53,54

. Assim, juntamente com a dramática proliferação 

deste vírus no país, destaca-se a necessidade de desenvolvimento de dispositivos 

portáteis para triagem rápida. Com isso, sensores e biossensores eletroquímicos 

vêm recebendo elevada atenção da comunidade científica devido à vantagens 

como: portabilidade, fácil automação e potencial aplicação como dispositivos 

em ponto de atendimento e boa sensibilidade e especificidade
55,56

.  

1.6 Biossensores e Imunossensores 

Biossensores são dispositivos que utilizam reações bioquímicas 

específicas para detectar um analito de interesse, gerando sinais proporcionais à 

concentração do mesmo
56,57

. A Figura 4 apresenta a estrutura básica de 

biossensor, sendo: I) Bioreceptor – composto responsável por reconhecer o 

analito, podem ser enzimas, anticorpos, organelas, dentre outras. II) Transdutor 

– um elemento que converte uma forma de energia em outra, podendo ser um 

transdutor óptico, térmico, de massa ou eletroquímico, e dentro dos transdutores 

eletroquímicos: potenciométrico, amperométrico, condutimétrico e 

impedimétrico, III) Parte eletrônica – responsável por processar o sinal,  IV) 

Apresentação do resultado é interpretado pelo usuário, através de equipamentos 

como computadores e/ou visores, o sinal de saída pode ser apresentado como 

sinal numérico, imagens e em formas de gráficos
56–58

.   



 
Castro, K, R.                                                                                 INTRODUÇÃO 

  

 

7 

 

Figura 4.Exemplos de diferentes analitos e estrutura básica de um biossensor
59

. 

Se o biossensor é baseado na interação anticorpo/antígeno, ele recebe o a 

denominação de imunossensor
60,61

. Anticorpos são glicoproteínas produzidas 

pelo sistema imunológico a fim de combater patógenos entre outros compostos 

estranhos ao organismo, a parte do patógeno que reage com o anticorpo (Ab) 

recebe o nome de antígeno (Ag)
62,63

. Em 1950, anticorpos foram usados pela 

primeira vez em procedimentos de análise, sendo precursores para 

imunodiagnósticos. Dezesseis anos depois, iniciou-se a produção de anticorpos 

monoclonais (Ab1) que são anticorpos que reconhecem apenas um epítopo ou 

são restritos à um antígeno, o que permitem maior especificidade dos ensaios 

existentes quando comparados aos anticorpos policlonais (Ab2) que reconhecem 

múltiplos epítopos em um mesmo antígeno
64–67

.  

Em um imunossensor eletroquímico convencional, o anticorpo ou o 

antígeno é imobilizado na superfície do eletrodo. O anticorpo liga-se 

especificamente ao antígeno correspondente, e há formação de um 

imunocomplexo (Ab:Ag), (Equação 1). O imunocomplexo é caracterizado pela 

constante de afinidade (Ka) (Equação 2) que é dada pela razão entre a 

concentração do imunocomplexo e o produto das concentrações do anticorpo e 

antígeno livres. A reação de formação de um imunocomplexo possui valores de 
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Ka entre 10
4
 e 10

12
 L mol

-1
 o que permitem obter métodos analíticos com elevada 

sensibilidade e relativamente baixos limites de detecção
68–70

. 

                                                                                                   (1) 

                                                  
       

        
                                     (2) 

Para a obtenção do sinal analítico, tanto o anticorpo como o antígeno, 

podem ser marcados com materiais que possam gerar sinal que possa ser medido 

experimentalmente, uma vez que o evento de ligação para formação do 

imunocomplexo não gera um sinal mensurável
57,59,71

. Um anticorpo ligado a um 

marcador recebe a denominação de conjugado, exemplos de alguns marcadores 

eletroquímicos utilizados são: enzimas, como as peroxidases, além de 

nanopartículas de ouro (AuNPs), nanotubos de carbono, quantum dots e etc. 

Inicialmente, os imunoensaios utilizavam marcadores radioativos, mas como 

alternativa de menor risco foram desenvolvidos ensaios com substâncias 

fluorescentes ou enzimáticas como acima descritas
69,72

.  

A detecção de biomarcadores proteicos em análises clínicas de rotina é 

normalmente realizada através da utilização do ensaio de imunoabsorção 

enzimática ELISA (do inglês Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), que é um 

ensaio de fase sólida heterogênea. O ELISA apresenta boa sensibilidade e 

especificidade, porém como desvantagem têm-se um elevado custo, o longo 

tempo de análise exigindo um grande número de etapas, laboratórios 

especializados e além de requerer um volume relativamente elevado de 

amostras. De maneira breve, esta metodologia pode ser dividida em fase 

homogênea, que apresenta facilidade de uso, porém baixa sensibilidade, e 

heterogênea, mais amplamente utilizada, mais sensível que o homogêneo. Pode 

ser do tipo direto, indireto, sanduíche ou competitivo conforme representado na 

Figura 5 
73

.  
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Figura 5. Tipos de métodos possíveis utilizando o imunoensaio ELISA. (Fonte: 

AYDIN, S, adaptada, 2015
73

). 

1.7 Imunossensores eletroquímicos para detecção de biomarcadores 

para ZIKV 

 Diferentes trabalhos envolvendo o desenvolvimento de sensores 

eletroquímicos para detecção da proteína NS1 do ZIKV ou de anticorpos 

específicos para ZIKV como biomarcadores para a doença Zika vírus podem ser 

encontrados na literatura, embora estes tenham sido poucos, sendo a na maioria 

deles voltados para a detecção da proteína NS1ZIKV
74

. Alguns desses trabalhos 

estão descritos abaixo. 

 Faria e colaboradores relataram o desenvolvimento de um imunossensor 

eletroquímico baseado em nanoestruturas de ZnO imobilizadas com anticorpos 

específicos para ZIKV em uma placa de circuito impresso. O imunossensor 

permitiu a detecção em urina fortificada com a proteína NS1ZIKV, sem 

reatividade cruzada com o antígeno DENV-NS1, apresentando intervalo linear 

de 0,1 ng mL
-1

 a 100 ng mL
-1

 e  limite de detecção menor que 1,0 pg mL
-1

 
75

. 

 Um imunosensor portátil a base de grafeno, modificado com anticorpos 

monoclonais específicos para ZIKV permitiu a detecção quantitativa e em tempo 

real de antígenos virais nativos do Zika em tampão PBS 7,4 bem como em 
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amostra sintética de soro. A seletividade foi validada usando a proteína NS1 da 

encefalite japonesa. O limite de detecção de 0,45 nmol L
-1

 foi alcançado
76

.  

Cabral et al. desenvolveram um imunossensor baseado na imobilização da 

proteína NS1 do ZIKV em eletrodos à base de carbono, para detecção de 

anticorpos específicos para Zika vírus no sangue e na saliva de pacientes. O 

dispositivo apresentou baixa reação cruzada com a Dengue, apresentando um 

excelente limite de detecção de 17 fg mL
-1 77

. 

Wang e colaboradores desenvolveram um imunossensor capacitivo capaz de 

detectar especificamente os anticorpos ZIKV, utilizando um sensor modificado a 

proteína do envelope (E) do ZIKV. O sistema de detecção de anticorpos 

discrimina os anticorpos com pouca reatividade cruzada, indicando acentuada 

seletividade. O limite de detecção foi aproximadamente 10 moléculas de 

anticorpo por 30 µL em tampão PBS 7,4
54

.  

Kaushik et al. Confeccionaram um imunossensor eletroquímico para a 

detecção de proteína do envelope (E) do vírus Zika, utilizando um microeletrodo 

interdigitado de ouro. O chip de foi preparado via imobilização do anticorpo 

específico para a proteína (E) do ZIKV. A espectroscopia de impedância 

eletroquímica (EIS) foi utulizada para medir a resposta elétrica do chip 

desenvolvido em função das concentrações de proteína ZIKV. Os resultados dos 

estudos EIS confirmaram que o chip sensor detectou a proteína ZIKV 

seletivamente e exibiu um intervalo de detecção de 10 pM à 1 nM e um limite de 

detecção de 10 pM
78

. 

1.8 Anticorpos conjugados com marcadores eletroquímicos 

Devido a não atividade eletroquímica das biomoléculas que normalmente são 

utilizadas nas etapas de detecção, utilizam-se imunoensaios eletroquímicos 

indiretos, que consistem na avaliação da concentração do analito através da 

reação de uma substância eletroativa ou pela reação catalisada por uma enzima 
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como por exemplo, peroxidase de raiz forte (HRP de Horseradish peroxidase), 

glicose oxidase (GOx) e a Fosfatase alcalina (ALP)
71

.  

A enzima HRP é uma glicoproteína globular com massa de aproximadamente 

52 kDA, e é amplamente utilizada em ensaios eletroquímicos devido seu 

pequeno tamanho e elevada estabilidade, podendo ser ativada através da adição 

de peróxido de hidrogênio, que é responsável por oxidar o grupo heme da 

enzima, podendo sua atividade enzimática ser monitorada eletroquimicamente 

por meio com consumo de H2O2 ou com o uso de mediadores redox
79–81

.  

1.9 Eletrodos descartáveis obtidos por serigrafia (SPE) 

Eletrodos impressos consistem na aplicação de uma tinta condutora sobre 

um substrato isolante como policloreto de vinila (PVC), poliéster ou alumina, 

sendo coberto por uma camada isolante de forma a definir a área geométrica 

exposta dos eletrodos
82

. A fabricação destes dispositivos pode ser feita por 

diferentes técnicas, dentre estes se encontram: serigrafia
83

, por impressão de 

transferência de estampagem 
84

, por jato de tinta
85

.  

O método de serigrafia vem sendo bastante estudada, sendo utilizado 

diversos tipos de substratos, visando a sua aplicabilidade. Esta técnica possibilita 

a fabricação de eletrodos com boa reprodutibilidade com diferentes formatos 

bem como permite realizar modificações químicas na superfície do eletrodo de 

trabalho por meio da incorporação de diferentes compostos diretamente na tinta, 

de forma simples e com baixo custo
86–88

.  

Atualmente no mercado, existem tintas à base de carbono, prata e ouro 

para a construção dos eletrodos, influenciando diretamente da aplicação 

desejada, uma vez que as diferentes tintas terão efeitos significativos nas 

propriedades eletroquímicas do sensor
89

. É interessante também que para a 

aplicação de tais dispositivos não sejam necessários grandes volumes de 

amostras para as realizações das etapas de detecção, logo, para a confecção da 

célula eletroquímica composta por eletrodo de trabalho – WE (do inglês Work 
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Electrode), referência – RE (do inglês Reference) e contra eletrodo – CE (do 

inglês Counter Electrode) podem estar dispostos a uma pequena distância 

permitindo trabalhar com pequeno volume de solução
90

. 

1.10 Sistemas microfluídicos 

Plataformas microfludícas (μFD) são amplamente aplicadas em análise 

clínicas e no desenvolvimento de sistemas de diagnósticos point-of-care, uma 

vez que estes sistemas têm como vantagens: baixo consumo de reagentes, baixo 

custo e com amplas possibilidades de automação
91,92

. Normalmente são 

fabricados com materiais como vidro ou polímeros dentre outros
93

. O nosso 

Grupo de Pesquisa tem trabalhado no desenvolvimento de técnicas de fabricação 

destes dispositivos de maneira rápida, consistindo na utilização de filmes 

adesivos como  cartão de poliestireno com adesivo dupla face  recortado com 

auxílio de uma impressora doméstica, criando os canais microfluídicos
86,93,94

. 

Esta técnica desenvolvida, comparada a outras utilizadas para a fabricação 

destes dispositivos (Moldagem por injeção, Litografia, estampagem a quente) 

pode ser considerada mais rápida e menos complexa e menor custo
95–98

. 

1.11  Partículas magnéticas (PMs) 

Partículas magnéticas são materiais a base de óxido de ferro que podem 

facilmente ser modificadas com diferentes grupos funcionais tais como: aminas, 

carboxílicos e tosila
99,100

. Suas propriedades específicas como estabilidade 

coloidal, resposta rápida ao campo magnético aplicado e presença de grupos 

funcionais na superfície são essenciais para suas aplicações analíticas
101

.  A 

utilização das PMs em imunoensaios podem agregar ainda outras vantagens 

como: Grande capacidade de ancoramento de moléculas e biomoléculas, captura 

do analito, redução de interferentes, pré-concentração e além de dependendo da 

sua aplicação, pode também permitir uma amplificação do sinal analítico, uma 
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vez que pode permitir a utilização de partículas magnética que venha a possuir 

uma maior quantidade de marcador eletroquímico
102,103

.   
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2. OBJETIVO 

Geral 

 Desenvolver imunoensaios eletroquímicos para o diagnóstico de Zika 

Vírus por meio da detecção dos anticorpos anti-NS1 do ZIKV, em 

amostras de soro, utilizando partículas magnéticas decoradas com 

∆NS1ZIKV, eletrodos serigrafados e sistema microfluídico. 

Específicos 

 Construir dispositivos descartáveis e de baixo custo, por meio de métodos 

serigráficos; 

 Otimizar condições experimentais utilizadas no imunoensaio; 

 Estudar a influência do anticorpo e NS1 de dengue tipo três na detecção 

do Ab1ZIKV. 

 Determinar a melhor estratégia para a detecção eletroquímica do 

anticorpo Ab1ZIKV. 
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

3.1 Reagentes e soluções 

Cloreto de sódio, hidróxido de sódio, fosfato de sódio dibásico, Tween-

20, poli(cloreto de dialildimetilamônio) (PDDA) e cloreto de potássio foram 

obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Tintas condutora à base de carbono 

(C2160602D2) e tinta de prata (C2051014P10) foram obtidas da Gwent 

Electronic Materials Ltd, UK.  Partículas magnéticas Dynabeads MyOne 

Carboxylic Acid (65012) e anticorpos monoclonais IgG anti-mouse NS1 ZIKV – 

Ab1ZIKV (EA88) foram obtido da Invitrogen,  anticorpos monoclonais IgG anti-

mouse NS1 DENV – Ab1DENV (SQab1502, Arigobio) foram cedidos pelo grupo 

de pesquisa do professor Paulo Bueno UNESP/Araraquara. Proteína ∆NS1ZIKV 

recombinante, bem como anticorpos policlonais IgG marcados com a enzima 

Horseradish peroxidase – Ab2-HRP (ab98693) foram obtidos da Abcam.  

As soluções utilizadas foram preparadas com água ultrapura obtida em um 

sistema Milli-Q (Millipore, 18,2 MΩ.cm a 25ºC, Bedfore, EUA), hidroquinona 

eo peróxido de hidrogênio 30%, citrato trissódico, N-hidroxisuccinimida (NHS),  

ácido ferroceno monocarboxílico, ácido 2-etanossulfônico (MES) e etalonamina 

foram obtidos da Sigma-Aldrich. 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida 

(EDC) foram obtidos da Sigma. 

Para filtração das soluções de tampão, foram utilizadas membranas de 

filtração molecular de 50 kDa da Merck Millipore (Massachusetts, Estados 

Unidos). As soluções tampão foram preparadas em água: tampão fosfato salino 

(PBS), pH = 7,4, consistindo de NaH2PO4 10 mmol L
-1

, KCl 2,7 mmol L
-1

 e 

NaCl 137 mmol L
-1

 e tampo PBS com Tween 20 0,05% (m/v) (PBS-TW20). O 

tampão MES foi preparado à 50 mmol L
-1

 pH = 5,8. 



 
Castro, K, R.                                               PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

 

 

15 

3.2 Materiais e Equipamentos 

As medidas de pH da solução de ácido ferroceno monocarboxílico foram 

realizadas em um pHmetro Digimed modelo DM20, equipado com um eletrodo 

combinado de vidro Sensoglass SC08. Utilizou-se estufa da marca Nova Ética, 

as pesagens foram feitas em balança analítica BEL Enginneering, modelo Mark 

210A com precisão de 0,1 mg.  Para a realização dos experimentos 

voltamétricos utilizou-se um multipotenciostato DropSens modelo µstat8000 

(Espanha) acoplado a um computador portátil gerenciado pelo software 

DropView 8400.  

Para a construção dos eletrodos descartáveis, uma impressora de recorte 

para uso doméstico Silhouette modelo CAMEO foi utilizada, e os desenhos com 

os contornos dos eletrodos foram construídos utilizando o software Silhouette 

Studio V4. Vinil adesivo, folhas de poliéster (folha de transparência), usadas 

como substrato para construção das células eletroquímicas foram obtidos no 

comércio local. A bomba de seringa (New Era), injetor cromatográfico manual 

(Rheodyne), tubos e conexões de poliéster-eter-acetona (PEEk) (IDEX Health & 

Science, Estados Unidos) foram utilizados para na montagem do sistema 

microfluídico. Imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV) e 

microscopia eletrônica de transmissão (MET) foram obtidas dos equipamentos 

FEI Inspect F50 e FEI Tecnai G2 F20 X-twin 200KV, respectivamente. 

3.3 Desenvolvimento do Imunoensaio eletroquímico  

3.3.1 Ensaio do tipo sanduíche para determinação do Ab1ZIKV utilizando 

partículas magnéticas e sistema microfluídico 

Este método envolveu a formação de um imunoensaio tipo sanduíche e as 

etapas estão representadas na Figura 7. Inicialmente o dispositivo foi construído 

e não houve a modificação da sua superfície. A segunda etapa consistiu no 

ancoramento da proteína ∆NS1ZIKV em partículas magnéticas funcionalizadas 
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com ácidos carboxílicos, e por fim foram realizadas as etapas capturas e 

separação do anticorpo Ab1ZIKV das amostras fortificadas ou amostras de 

pacientes, seguida da etapa de captura do Ab2-HRP, para posterior etapa de 

adição de solução de hidroquinona e H2O2 em canal microfluídico e realização 

das medidas eletroquímicas. 

 

Figura 6. Representação esquemática do imunoensaio tipo sanduíche para a 

detecção do anticorpo Ab1ZIKV sobre a superfície do WE com um imã 

posicionado externamente. 

3.3.2 Construção dos eletrodos para o dispositivo microfluídico 

Inicialmente uma folha de vinil adesivo foi recortada no formato de um 

arranjo contendo oito eletrodos de trabalho (Figura 7.a). As partes indesejadas 

do vinil adesivo foram retiradas, formando uma máscara negativa e em seguida, 

com o vinil já recortado, uma folha adesiva foi aplicada à máscara com a função 

de permitir a transferência desta para a folha de transparência (Figura 7.b). Após 

remover o adesivo de transferência, a tinta condutora foi aplicada sobre o vinil 

recortado aderido a folha de transparência utilizada como substrato e, em 

seguida, a tinta foi espalhada com auxílio de uma espátula de plástico (Figura 

7.c). Em seguida foi condicionado em estufa à 90ºC durante 30 minutos para o 

processo de cura da tinta e então, retirado o adesivo de vinil (Figura 7.d).  
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Uma folha de vinil adesivo também foi recortada no formato de eletrodo 

de referência e contra-eletrodo e as partes indesejadas foram retiradas, formando 

uma máscara negativa. Uma folha adesiva foi aplicada à máscara com função de 

permitir a transferência desta para a folha de transparência e após remover o 

adesivo utilizado como transferidor, a tinta condutora foi aplicada sobre o vinil 

recortado aderido a folha de transparência e, em seguida, esta foi espalhada com 

auxílio de uma espátula de plástico. Em seguida foi condicionado também em 

estufa à 90ºC durante 30 minutos para o processo de cura da tinta. Após o 

processo de cura da tinta de carbono, a tinta de Ag|AgCl foi aplicada sobre o 

local onde seria o RE e tratado novamente por 30 minutos a 60°C  e por último, 

o adesivo foi removido
86

 (Figura 7.f). Os eletrodos de trabalho foram 

construídos com diâmetro de 2 mm
2 
e as dimensões do arranjo e do RE e CE são 

apresentados nas Figura 7.d e 7.f, respectivamente.  

   

Figura 7. Representação esquemática das etapas de fabricação do dispositivo, a) 

recorte dos arranjos com impressora, b) transferência do adesivo de vinil 

recortado para folha de transparência, c) aplicação da tinta de carbono, e) 

retirada do vinil adesivo e dimensões do arranjo, f) aplicação da tinta de 

Ag|AgCl no eletrodo de pseudo-referência, g) retirada do vinil adesivo após 

processo de cura e dimensões do dispositivo contendo RE e CE. 
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Um cartão-dupla face de poliestireno foi recortado em impressora de 

recorte (F1 suprimentos – Vinyl Cut) de forma a gerar um canal microfluídico 

que também será utilizado como delimitador da área exposta do WE, com 

dimensões do canal de 35,0 mm de comprimento por 4,0 mm de largura e 0,4 

mm de espessura gerando um volume interno de aproximadamente 56,0 µL, 

conforme ilustrado na Figura 8.  

Na folha de transparência contendo o RE e CE foram feitos dois orifícios 

nas extremidades do canal microfluídico com a função de entrada e saída de 

soluções. Aos orifícios de entrada e saída foram fixados dois conectores de 

poliéter-éter-cetona (Peek) de 0,2 mm, presos com o auxílio de uma fita 

Command 3M adquirida no comércio local
104

.   

 

Figura 8. Representação esquemática das a) etapas da montagem da célula 

microfluídica em folhas de transparência seguida de b) colagem do cartão dupla 

face. 

3.3.3 Sistema microfluídico 

O sistema utilizado consistiu em uma bomba de seringa, utilizada para o 

carreamento das soluções aquosas para o canal microfluídico, conectado a uma 
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válvula de injeção manual que estava conectada ao dispositivo microfluídico 

descartável através de tubo PEEK, como apresentado na Figura 9. 

 

Figura 9. a) Da esquerda para direta, arranjo contendo 8 eletrodos de trabalho, 

contra eletrodo e eletrodo referência, dispositivo acoplado ao injetor manual. b) 

Sistema microfluídico acoplado a válvula de injeção manual e ao 

multipotenciostato. 

3.3.4 Modificação das Partículas Magnética com a proteína ∆NS1ZIKV  

A modificação das PMs foi realizada segundo o protocolo fornecido pelo 

fabricante (Polyscience, Inc), no qual 20 μL de PMs comerciais (com diâmetro 

médio indicado de 1,0 μm) foram dispersas em 1,0 mL de tampão MES 50 

mmol L
-1

, pH 5,8, seguida de separação magnética com auxílio de um suporte 

magnético. Então adicionou-se uma solução de EDC 10 mg mL
-1

 recém 

preparada para ativar os grupamentos carboxilas, e deixado sob leve agitação 

por 30 minutos à temperatura ambiente. A dispersão foi então separada 

magneticamente e lavada com tampão MES
93

. 

Adicionou-se uma solução da proteína ∆NS1ZIKV à 10 μg mL
-1

 preparada 

em PBS em pH 7,4, seguido de leve agitação por 24 horas à temperatura 
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ambiente para formação do bioconjugado PM/∆NS1ZIKV, conforme apresentado 

na Figura 10. Após esta etapa, o bioconjugado foi separado magneticamente e 

lavado três vezes com PBS-TW20 e então ressuspenso em 1,0 mL de 

etanolamina 1,0 mol L
-1

 pH 8,5 a fim de bloquear sítios ativos, evitando ligações 

não específicas
105,106

.  Após 1 hora o bioconjugado foi lavado sucessivamente e 

então ressuspenso em 500 μL de PBS 7,4. 

 

Figura 10. Esquema ilustrativo da a) etapa de modificação das PMs contendo 

grupamentos carboxilas que foram ativados com EDC, b) incubadas com a 

proteína ∆NS1ZIKV e após etapas de lavagens c) foram ressuspensas em tampão.  

3.3.5 Captura do Ab1ZIKV em amostras ou amostras fortificadas 

 Para o preparo das soluções padrão contendo o biomarcador Ab1ZIKV, 20 

μL do bioconjugado PM/∆NS1ZIKV foram adicionados a 500 μL de solução de 

anticorpos Ab1ZIKV na concentração desejada em PBS pH 7,4. Esta mistura foi 

então incubada por 30 minutos em leve agitação à temperatura ambiente, 

seguida de separação magnética, lavados três vezes com solução PBS-TW20 pH 

7,4. Posteriormente, 500 μL de uma solução de Ab2-HRP à uma concentração de 

1,0 µg mL
-1

 foi adicionada e deixada em incubação com o bioconjugado 

PM/∆NS1ZIKV -Ab1ZIKV por novamente 30 minutos. Em seguida foi separado 

magneticamente e o sobrenadante descartado. O bioconjugado completo 

(PM/∆NS1ZIKV-Ab1ZIKV/Ab2-HRP) foi ressuspenso em 60 μL de PBS pH 7,4, 

conforme apresentado na Figura 11.   
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Figura 11. Representação esquemática a) Captura do Ab1ZIKV na amostra 

fortificada ou amostra de pacientes utilizado o bioconjugado PM/∆NS1ZIKV b) 

separação magnética e retirada do sobrenadante, c) adição da solução de Ab2-

HRP d) Separação magnética do biconjugado contendo Ab1ZIKV e Ab2-HRP e) 

Ressuspensão do bioconjugado completo. 

3.4 Detecção do anticorpo Ab1ZIKV via amperometria 

Para os ensaios, 5 μL da dispersão contendo o bioconjugado completo 

(PM/∆NS1ZIKV-Ab1ZIKV/Ab2-HRP) foi adicionado ao eletrodo de trabalho, 

contendo um imã posicionado abaixo do WE, visando manter a imobilização 

magnética dessas partículas sobre a superfície do eletrodo. Após esta etapa, o 

excesso de solução foi retirado e o dispositivo foi selado para a passagem da 

solução carreadora de PBS 6,5 permitindo a lavagem do sistema, seguida da 
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injeção de solução contendo hidroquinona e H2O2 para o registro da corrente 

gerada durante a medida amperométrica como apresentado na Figura 12.  

As medidas amperométricas foram realizadas em fluxo, com alça de 

amostragem de vazão de 50 µL min
-1 

utilizando um multipotenciostato 

DropSens µstat 8000 (Espanha) conectado ao sistema microfluídico e controlado 

pelo software Dropview 8400 instalado em computador. As respostas transientes 

de corrente dos oito eletrodos de trabalho foram obtidas simultaneamente 

através da utilização da enzima HRP como marcador eletroquímico. 

 

Figura 12. Representação esquemática do procedimento para obtenção da 

resposta transiente de corrente para o imunoensaio proposto. 

3.5 Ensaios de Adição e recuperação 

Ensaios de adição e recuperação foram realizados utilizando anticorpos 

padrão de Zika Vírus (Ab1ZIKV) à concentração fixa de 480,0 pg mL
-1

. Estes 

foram incubados em amostra de soro fetal bovino diluído, durante um período 

24 horas. Posteriormente, todas as etapas de captura, lavagens até a detecções 

eletroquímicas foram realizadas como já descrito nas seções 3.3.4 e 3.3.5 e 3.4. 
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  3.6 Ensaios de reação cruzada 

3.6.1 Ensaios de reação cruzada com anticorpos padrão de Dengue 

(Ab1DENV)  

Os ensaios de reatividade cruzada foram realizados utilizando anticorpos 

padrão de Dengue (Ab1DENV) e anticorpo Ab1ZIKV (ambos com concentração fixa 

de 480,0 pg mL
-1

). Os anticorpos foram incubados em soro de fetal bovino 

diluído e mantidos um intervalo de 24 horas. Posteriormente, todas as etapas de 

captura, lavagens até a detecção eletroquímica foram realizadas conforme 

descrito nas seções 3.3.4 e 3.3.5 e 3.4. 

3.6.2 Ensaios de reação cruzada com a proteína NS1 da Dengue subtipo 

3 (DENV3) 

Ensaios de reatividade cruzada com a proteína NS1 DENV3 foram 

realizados utilizando diferentes concentrações de NS1 na presença do anticorpo 

Ab1ZIKV à concentração fixa de 480,0 pg mL
-1

 em soro fetal bovino diluído e 

incubados durante um período 24 horas. Posteriormente, todas as etapas de 

captura, lavagens até a detecção eletroquímica foram realizadas conforme 

descrito nas seções 3.3.4 e 3.3.5 e 3.4.  

3.6.3 Ensaios de reação cruzada com Ab1DENV e DENV3 

Ensaios de reatividade cruzada foram realizados utilizando NS1 DENV3 à 

concentração fixa de 20 ng mL
-1

 na presença de anticorpos Ab1DENV em 

concentração fixada em 200 ng mL
-1

 e Ab1ZIKV à concentração de 480,0 pg mL
-1

. 

Estes foram incubados em amostra de soro fetal bovino diluído, durante um 

período 24 horas. Posteriormente, todas as etapas de captura, lavagens até a 

detecções eletroquímicas foram realizadas conforme descrito nas seções 3.3.4 e 

3.3.5 e 3.4. 
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3.7 Caracterizações eletroquímicas e estudo de repetibilidade 

referente a construção dos dispositivos eletroquímicos 

A técnica de voltametria cíclica foi utilizada para caracterização 

eletroquímica dos arranjos descartáveis.  Para isto conectou-se o dispositivo a 

um multipotenciostato e utilizou-se como sonda eletroquímica o ácido ferroceno 

monocarboxílico a 1,0 mmol L
-1

 preparado em KCl 0,5 mol L
-1

.   

3.8 Amostras de soro de pacientes e amostras fortificadas  

As amostras de pacientes foram cedidas pelo Laboratório de 

Desenvolvimento de Vacinas do Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo coordenado pelo Prof. Edison Luiz Durigon e são 

apresentadas na Tabela 1. 

Tabela 1. Amostras de soro de pacientes utilizadas neste trabalho 

Amostra Zika vírus Dengue vírus 

 

Saudável - - 

18H + - 

2K - + 

19K + + 

 

As amostras de soro humano foram coletadas de pessoas residentes na 

cidade de São Paulo, com protocolo aprovado pela Comissão de Ética em 

Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de Ciências Biomédicas/USP—

CEPSH (CEPSH - Off.011616) e foram confirmadas como positivas para ZIKV 

por PCR em tempo real. Para as medidas eletroquímicas, as amostras de soro 

humano foram diluídas 5200 vezes em tampão PBS 10 mmol L
-1

, pH 7,4.  
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As amostras fortificadas foram preparadas em PBS 7,4, ou soro de fetal 

bovino diluído cinco vezes em PBS 7,4 por meio da adição de anticorpos 

Ab1ZIKV e/ou Ab1DENV.   

3.9 Fragmento da Proteína ∆NS1 recombinante do ZIKV  

É descrito na literatura que há reatividade cruzada entre a proteína NS1 da 

Dengue e Zika
77

. Para contornar isso foi desenvolvida, em sistema procarioto, 

no Laboratório de Desenvolvimento de Vacinas do Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo coordenado pela Prof. Dr. Luís 

Carlos Ferreira, uma proteína ∆NS1ZIKV recombinante com tamanho de 

aproximadamente 17,5 kDa, que foi utilizada em testes na plataforma ELISA 

para detecção de anticorpos IgG desenvolvida pelo referido laboratório em 

conjunto com o Laboratório de Virologia Clínica e Molecular do ICB/USP
107

. A 

validação destes testes, foram utilizados soros de pacientes vacinados contra 

febre amarela e positivos para dengue obtendo-se uma especificidade de 94%
108

. 

Logo, acredita-se que as proteínas ∆NS1ZIKV recombinantes de Zika que 

estão sendo aplicadas apresentam características imunológicas e estruturais 

preservadas em relação à proteína nativa e as mesmas podem ser aplicadas nos 

dispositivos propostos
109

. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

4.1 Caracterização morfológica dos eletrodos e PMs utilizadas e 

caracterização eletroquímica do dispositivo construído 

Os eletrodos construídos foram caracterizados por microscopia eletrônica 

de varredura (MEV). O eletrodo de trabalho apresenta um diâmetro de 2 mm 

(Figura 13.a)
 
e

 
as imagens obtidas da superfície do eletrodo apresentaram 

morfologia rugosa típica de eletrodos a base de tinta de carbono
110

 (Figura 13.b 

e 13.c). A análise de microscopia eletrônica de transmissão (MET) das 

partículas magnéticas comerciais, apresentada na Figura 13.d, demostram que as 

mesmas apresentam morfologia esférica e rugosa
94

. 

  

Figura 13. Imagens de a) eletrodo de trabalho, b) e c) MEV da superfície do 

eletrodo de trabalho, d) Imagem de MET das partículas magnéticas Dynabeads 

MyOne Carboxylic Acid sem ancoramento da proteína ∆NS1ZIKV. 

Para as caracterizações eletroquímicas, utilizou-se um dispositivo 

microfluídico contendo um arranjo contendo oito eletrodos de trabalho, um 

contra eletrodo e um eletrodo de pseudo-referência.  

O estudo de repetibilidade intra-arranjo utilizando uma sonda de ácido 

ferroceno monocarboxílico foi realizado (Figura 14.a), empregando um arranjo 

contendo oito eletrodos de trabalho. Observou-se que estes eletrodos de trabalho 

contidos no arranjo geraram perfis de picos anódicos similares e com coeficiente 

de variação entre os mesmos, igual a 4,0 %, indicando uma boa precisão. 
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Também foram realizados estudos de repetibilidade inter-arranjos, (Figura 14.b), 

no qual um total de três dispositivos (n=24) foram avaliados e obteve-se um 

coeficiente de variação inferior a 5,0%. Esses resultados demostram que os 

diferentes arranjos de eletrodos apresentaram resposta similar com boa precisão. 

Também foram observados que os potenciais de pico de oxidação e 

redução (Figura 14.c) do sistema de estudo permaneceram inalterados com 

diferentes velocidades de varredura (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 e 225 mVs
-1

). 

Buscando-se avaliar os processos que ocorrem na superfície do eletrodo, e 

baseando-se na equação Randles-Sevcik, um gráfico da corrente de pico anódico 

em função da raiz quadrada da velocidade de varredura, é apresentado na Figura 

14.d. As respostas de corrente obtidas apresentaram valores crescentes com 

perfil linear oriunda do pressuposto que a aplicação de taxas de varredura mais 

rápidas levam a uma diminuição no tamanho da camada de difusão, como 

consequência, são observados correntes de pico anódicos e catódicos mais 

elevados
111

. 
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Figura 14. Perfis voltamétricos da a) avaliação de repetibilidade inter-arranjo, 

b) repetibilidade intra-arranjo, c) aplicação de diferentes velocidades de 

varredura e d) Variação da corrente de pico anódico em função do quadrado da 

velocidade de varredura. Sonda ácido ferroceno monocarboxílico 1,0 mmol L
-1

. 

4.2 Detecção dos anticorpos Ab1ZIKV via amperometria utilizando 

enzima HRP como marcador eletroquímico 

 As respostas transientes de corrente foram obtidas através da enzima HRP 

como marcador eletroquímico, por meio do mecanismo apresentado nas 

equações (3) à  (5)
112

.  Na equação 3, ocorre a redução do H2O2 pela enzima 

HRP, formando assim um oxo complexo HRP(Fe
IV

)=O. Após esta etapa, esse 

oxo complexo é regenerado na presença do mediador eletroquímico, a HQ, é 

então oxidada a benzoquinona (BQ), conforme equação 4. Posteriormente a BQ 

é reduzida eletronicamente na superfície do eletrodo, aplicando-se um potencial 

fixo de -0,2 V vs Ag│AgCl, na transferência de dois prótons e dois elétrons
72

, 

(Equação 5). A corrente gerada devido a redução da benzoquinona é 

proporcional a concentração do anticorpo Ab1ZIKV na solução. 

HRP(Fe
III

) + H2O2      HRP(Fe
IV

)=O + H2O   (3) 

HRP(Fe
IV

)=O + HQ    HRP(Fe
III

) + BQ   (4) 

BQ + 2H
+
 + 2e

-
  HQ       (5) 

4.3 Otimização das condições experimentais  

4.3.1 Estudo do Tempo de incubação do anticorpo Ab1ZIKV com as PMs 

modificadas com ∆NS1ZIKV 

O tempo de incubação entre as PM-∆NS1ZIKV e a amostra contendo o 

Ab1ZIKV é um importante parâmetro para a formação do imunocomplexo em uma 

extensão que permita a quantificação do analito. Assim, três tempos de 

incubações foram avaliados para a formação do biconjugado PM-∆NS1ZIKV 
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/Ab1ZIKV sendo de 10, 20 e 30 minutos em solução padrão preparada em tampão 

PBS 7,4. 

Os resultados obtidos são apresentados na Figura 15.a e b. O maior sinal 

de corrente foi obtido com o tempo de 30 minutos (Figura 15.b), podendo ser 

um indicativo que a interação entre o antígeno e anticorpo ocorreu em extensão 

suficiente para a realização do imunoensaio. Além disto, neste tempo foi obtido 

uma melhor diferenciação entre a resposta do branco (somente PBS 7,4) e da 

amostra. Com isso, para os ensaios futuros, o tempo de incubação selecionado 

foi de 30 minutos para captura do Ab1ZIKV na amostra. Tempos maiores do que 

30 minutos não foram avaliados, uma vez que o tempo total de análise poderia 

torna-se longo.  
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Figura 15. a) Sinais transientes de corrente obtidos para Ab1ZIKV à 480,0 pg mL
-

1
 em diferentes tempos de incubações. Injeção de solução carreadora de PBS 6,5 

contendo H2O2 1,0 mmol L
-1

 e HQ 2,0 mmol L
-1

. Potencial aplicado de -0,2 V. 

b) Média das correntes em diferentes tempos de incubação e seus respectivos 

brancos, (n ≥ 4). 

4.3.2 Tempo de incubação do anticorpo Ab2 – HRP 

O tempo de incubação para a adição de Ab2-HRP também foi avaliado, 

igualmente ao estudo de incubação do Ab1ZIKV. Semelhantemente, ao estudo 

anterior e aos trabalhos já publicados na literatura
92,113,114

, o tempo de 30 

minutos, foi suficiente para a formação do imunocomplexo final (Figura 16.b). 
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Assim este tempo também foi selecionado para ensaios futuros. Tempos maiores 

que estes também não foram avaliados, uma vez que na literatura já é relatado 

que tempos maiores, a corrente transiente pode permanecer constante devido à 

saturação no complexo antígeno-anticorpo
94

, além de tornar longo e tempo total 

de análise.  
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Figura 16. a) Sinais transientes de corrente obtidos para Ab1ZIKV à 480,0 pg mL
-

1
 em diferentes tempos de incubações. Injeção de solução carreadora de PBS 6,5 

contendo H2O2 1,0 mmol L
-1

 e HQ 2,0 mmol L
-1

. Potencial aplicado de -0,2 V. 

b) Valores de média das correntes em diferentes tempos de incubação e seus 

respectivos brancos, (n ≥ 4). 

4.4 Curva Analítica 

Para a construção da curva analítica, foi utilizado um dispositivo contendo 

oito eletrodos de trabalho para cada concentração estudada e descartado após o 

uso. As etapas de captura, separação, pré-concentração e detecção para a 

construção da curva de calibração foram realizadas em soluções padrão 

compostas pelo anticorpo Ab1ZIKV diluído em PBS, pH 7,4 em diferentes 

concentrações. 

A curva analítica obtida é apresentada na Figura 17, no qual os valores do  

branco foram descontados dos valores transientes de correntes obtidos nas 

diferentes concentrações. Pode-se observar que os valores de corrente 

transientes obtidos apresentaram uma resposta linear com logarítmico da 
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concentração dos anticorpos Ab1ZIKV, conforme apresentado na Figura 17.b bem 

como previsto na literatura
77,78

. 

Uma ampla faixa linear entre 0,01 a 9,810
5
 pg mL

-1
 foi obtida com 

equação de reta de Ip( A) 0,04 0,0  C   1ZI V e coeficiente de correlação de 

0,981. Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) de 0,48 pg mL
-1

 e 1,45 

pg mL
-1

 foram obtidos respectivamente. Os parâmetros de LD e LQ foram 

calculados segundo recomendações da IUPAC
115

. 

    
              

                  
                 

             

                  
 

No qual SD é o desvio padrão referente a 10 medidas de brancos dividida 

sobre a inclinação da reta referente à curva analítica obtida.  
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Figura 17. a) Respostas transientes de corrente obtidas para o branco e em 

diferentes concentrações de Ab1ZIKV, solução de detecção PBS 6,5 contendo 

H2O2 1,0 mmol L
-1

 e HQ 2,0 mmol L
-1

. b) Curva analítica obtida para o 

biomarcador ∆NS1ZIKV, (n ≥ 4). 

O tempo total do imunoensaio desenvolvido contabilizando as etapas de 

captura do biomarcador, formação do bioconjugado e detecção eletroquímica foi 

de aproximadamente 70 minutos.  

4.5 Estudo de repetibilidade 
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Neste estudo, as etapas de captura, separação, pré-concentração e detecção 

foram realizadas em soluções padrão compostas pelo biomarcador diluído em 

diferentes concentrações em soro fetal bovino diluído em PBS 7,4. 

É possível observar a diferença entre a resposta do branco e de uma 

concentração fixa de 480,0 pg mL
-1 

de Ab1ZIKV , conforme apresentado na Figura 

18.a.) Os valores de corrente transientes obtidas nos brancos podem ser 

atribuídos a possíveis ligações não específicas presentes na partícula magnética 

decorada como também pelo processo redox do mediador eletroquímico e 

substrato sobre a superfície do eletrodo
94

. 

  O estudo de repetibilidade é apresentado no item b) da figura  obtido um 

valor de RSD de 8%, sendo considerado bom valor, uma vez que para ensaios 

biológicos, são aceitos desvios de até 20%
116

, demonstrando assim boa 

repetibilidade do mesmo. Estudos de repetibilidade intra-dia utilizando 

diferentes arranjos (n=15) e inter-dia (n=31) foram realizados. Os valores de 

RSD% obtidos foram 7 e 10 % respectivamente, demonstrando assim boa 

repetibilidade com limites de desvios também aceitos para ensaios biológicos
116

.  
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Figura 18. a) Respostas transientes obtidos para a Ab1ZIKV e branco com a 

injeção de uma mistura de 1,0 mmol L
-1 

H2O2 e 2,0 mmol L
-1 

HQ. Potencial 

aplicado: -0,2 V. b) Sinais transientes do biomarcador Ab1ZIKV obtidos 

simultaneamente para um arranjo microfluídico, (n ≥ 4). 
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4.6 Ensaios de Adição e Recuperação  

Visando avaliar a exatidão do método proposto, testes de adição e 

recuperação foram realizadas em amostras de soro fetal bovino diluído, uma vez 

que se trata de uma matriz complexa e semelhante ao soro humano. Três níveis 

de fortificações foram avaliados: 1,90 pg mL
-1

, 480,0 pg mL
-1

 e 480,0×10
3 

pg 

mL
-1

, correspondentes aos pontos extremos e central da curva analítica, os 

resultados são apresentados na Tabela 2. 

As porcentagens de recuperação variaram entre 99,5 à 104,0%, 

demonstrando boa exatidão para o método desenvolvido, uma vez que os 

resultados estão de acordo os valores de recuperação aceitáveis para ensaios 

biológicos
117

. 

Tabela 2. Estudo de adição e recuperação a partir de soro fetal bovino diluído e 

fortificado em diferentes concentrações de anticorpos Ab1ZIKV, n ≥ 4.  

Adicionado  

(pg mL
-1

) 

Encontrado 

(pg mL
-1

) 

Recuperado  

(%) 

1,90 1,9 ± 0,1 99,5  

480,0 463,0 ± 0,1 104,0  

480,0×10
3
 480,0 ×10

3 
±10×10

3
 98,0  

4.7 Avaliação da reação cruzada  

A reação cruzada tem sido tradicionalmente um grande problema em 

sorodiagnóstico de flavivírus, devido ao seu alto grau de homologia entre 

anticorpos e com a proteína NS1 de ambos
118,119

. Estes eventos podem ocorrer, 

especialmente em regiões em que diferentes tipos de flavivírus co-circulam e a 

imunidade pré-existente em relação a pelo menos a um dos membros do gênero 

podem ser frequentemente um fator de confusão no diagnóstico sorológico
120

, 

levando a resultados falsos-positivos e/ou falsos negativos
41,42,118,121

. Por esse 
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motivo, estudos utilizando o anticorpo Ab1DENV bem como a proteína NS1 da 

Dengue subtipo 3 (NS1 DENV3) foram incluídos neste trabalho, de modo a 

avaliar essa  possível interferência. 

4.7.1 Ensaios de reação cruzada com anticorpos padrão de Dengue 

(Ab1DENV)  

Para este estudo, realizou-se imunoensaios em amostras contendo apenas 

anticorpos ZIKV, outro somente com anticorpos DENV e uma terceira com 

ambos os anticorpos nas concentrações fixas de 480,0 pg mL
-1

 em soro fetal 

bovino diluído. Na Figura 19 são apresentados os valores médios de corrente 

obtidos. Os testes indicaram que ocorreram reatividade cruzada na amostra 

simulando um soro de paciente em que esteve em contato com as duas doenças 

(barra em azul), ou seja, contendo os anticorpos Ab1DENV e Ab1ZIKV, uma vez que 

foi observado uma diminuição de aproximadamente 41,0% do sinal obtido 

quando comparado em análises realizadas somente com o anticorpo  Ab1ZIKV 

(barra em preto).  
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Figura 19. Avaliação da reação cruzada de anticorpos Ab1DENV na detecção de 

anticorpos Ab1ZIKV em amostras de soro fetal bovino fortificado. Concentração 

de 480,0 pg mL
-1

 para ambos anticorpos utilizados. Valores de branco já 

descontados, (n ≥ 4). 
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4.7.2 Ensaios de reação cruzada com a proteína NS1 da Dengue tipo 3 

(DENV3) 

Buscando-se também confirmar se há reação cruzada entre os anticorpos 

para ZIKV com a proteína NS1 da Dengue, um outro imunoensaio foi realizado. 

Foram adicionados simultaneamente a proteína NS1 DENV3 livre e Ab1ZIKV em 

soro fetal bovino diluído, para posteriormente serem realizados os imunoensaios 

na presença da PM/ΔNS1ZIKV. A proteína NS1 DENV3 foi utilizada em 

diferentes concentrações, (1, 20, 200, 1000 ng mL
-1

) tendo como base trabalhos 

na literatura
122

, no entanto, é válido ressaltar que a concentração tanto de  

anticorpos como da proteína NS1 pode variar dentro de uma mesma 

população
74,122,123

. 

Os resultados deste estudo são apresentados na Figura 20, no qual 

observa-se que quanto maior a concentração de NS1 DENV3 no meio, uma 

diminuição no sinal da corrente transiente é obtida. Esta diminuição do sinal 

pode ser atribuída à interação dos anticorpos Ab1ZIKV com a proteína NS1 

DENV3 livre. Consequentemente, na etapa de captura com a PM/ΔNS1ZIKV, 

menos anticorpos Ab1ZIKV estarão disponíveis para esta interação, diminuindo 

assim o sinal. No entanto, este tipo de comportamento já foi relatado em demais 

trabalhos da literatura
119,124

. 
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Figura 20. Resultados de corrente média obtidas em amostras contendo uma 

concentração fixa de 480,0 pg mL
-1

 de anticorpos Ab1ZIKV e diferentes 

concentrações da proteína NS1 DENV3 preparadas em soro fetal bovino diluído, 

(n ≥ 4). 

4.7.3 Ensaios de reação cruzada com Ab1DENV e DENV3 

Com ainda não existe um consenso sobre um valor de corte para a 

concentração de anticorpos específicos tanto para Dengue como para Zika em 

pacientes infetados
125

, um novo imunoensaio foi realizado. Nestes 

imunoensaios, manteve-se um valor fixo do anticorpo Ab1ZIKV (480,0 pg mL
-1

) 

como controle e as demais amostras fortificadas com uma concentração 

constante de Ab1DENV (200 ng mL
-1

) (aproximadamente 400 vezes maior do que 

Ab1ZIKV).  

Com estas espécies em concentração fixa, adicionou-se a proteína NS1 

DENV3 livre em diferentes concentrações adicionou-se a XX e aplicou o 

imunoensaio para detecção de anticorpos para Zika, simulando assim uma 

situação em que o paciente apresente a presença de Ab1ZIKV e Ab1DENV, 

expressando mais os anticorpos e proteína para a Dengue
75

. Os resultados são 

apresentados na Figura 21, no qual observa-se que mesmo na presença de 
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elevadas concentrações do anticorpo específico/seletivo para Dengue e da 

proteína NS1 DENV3, houve a detecção do anticorpo para Zika vírus.  

Apenas na proporção 1:1 de ab1DENV e NS1 DENV3 (Figura 21, barra em 

azul) houve um decréscimo no sinal de corrente de aproximadamente 31,0 % em 

comparação ao ensaio sem a presença destes (barra em preto). Este resultado 

pode ser atribuído a uma elevada concentração da proteína NS1 DENV3, 

levando-se a uma reatividade cruzada entre anticorpos Ab1ZIKV, diminuindo-se 

assim o sinal obtido.  

Também é possível inferir-se que a utilização do anticorpo Ab1DENV pode 

ajudar a evitar reações cruzadas oriundas da presença de NS1 DENV3 livre, 

podendo diminuir assim a presença de resultados falsos positivos e falsos 

negativos no imunoensaio proposto. 
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Figura 21. Valores médios de correntes transiente obtidos para detecção do 

anticorpo Ab1ZIKV em soro fetal bovino diluído. Concentração fixa de Ab1DENV 

200 ng mL
-1

 e de Ab1ZIKV em 480,0 pg mL
-1

, com variação de concentrações de 

NS1 DENV3. Valores de branco já descontado, (n ≥ 4). 

4.8 Aplicação do imunoensaio em amostras de pacientes 

Por fim, foram realizados imunoensaios em amostras de pacientes cedidas 

pelo ICB/USP para o desenvolvimento deste trabalho. Na Figura 22a, são 
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apresentados valores médios de corrente para diferentes amostras de pacientes. 

Percebe-se que, com o imunoensaio realizado, houve uma elevada diferenciação 

entre o paciente infectado apenas com Zika (+ZIKV, Figura 22a, barra em 

verde) do indivíduo saudável (barra em preto) e do paciente com apenas dengue 

(+DENV, barra em vermelho), indicando, que neste caso, que a reação cruzada 

não foi proeminente, o que pode ser indício de elevada especificidade do 

fragmento da proteína ΔNS1ZIKV utilizada. 

A amostra positiva para Zika vírus também foi fortificada com Ab1DENV à 

200 ng mL
-1

 buscando-se avaliar se no imunoensaio haveria reatividade cruzada 

entre os anticorpos (+ZIKVfort). De acordo com dados apresentados na Figura 

22a, a amostra +ZIKVfort (barra em azul) apresentou pequena diminuição de 

corrente (decréscimo de ≅ 15 nA), quando comparado a amostra positiva para 

Zika sem a adição do Ab1DENV (barra em verde) indicando assim que não 

ocorreu reação cruzada significativa nesta amostra.  

Quando compara-se os valores de correntes da amostra de soro +ZIKV 

(barra em verde) e +ZIKVfort (barra em azul) aos valores obtidos para amostra de 

paciente infectado com Dengue e Zika vírus (+ZIKV + DENV, barra em ciano), 

apresentados na Figura 22a, percebe-se que os valores são relativamente 

próximos (levando-se em consideração os desvios nas medidas), logo, a 

aplicação deste imunoensaio, poderia ser indicado aos pacientes em que, 

eventualmente, já estiveram em contato com Zika vírus e Dengue. No entanto, 

deve-se levar em conta que o número de voluntários neste estudo é muito 

pequeno, sendo necessário de um número maior de amostras para uma avaliação 

mais efetiva.  

Como já comentado, a presença da proteína NS1 DENV3 pode levar a 

reação cruzada com os anticorpos específicos do Zika
118,120,124

. Visando reduzir 

os riscos das reações cruzadas na análise de amostras de pacientes, foi 

acrescentada uma etapa adicional aos ensaios. Antes de serem feitas as medidas 

eletroquímicas para a detecção dos anticorpos Ab1ZIKV, ao soro sanguíneo 
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diluído dos pacientes, foi adicionada a proteína NS1 DENV3 à uma 

concentração fixa 20 ng mL
-1

, com o objetivo de avaliar o efeito desta nas 

respostas do imunoensaio (Figura 22b). Esta concentração foi escolhida de 

acordo com o estudo apresentado na Figura 21, no qual observou-se que essa 

concentração foi suficiente para evitar a reação cruzada nas amostras 

fortificadas.  

Os valores médios de corrente obtidos quando houve a adição da proteína 

NS1 DENV3 aos imunoensaios são apresentados na Figura 22b. Percebe-se que, 

para estas amostras avaliadas, a adição de NS1 DENV3 pode não ser necessária, 

uma vez que os valores de corrente variaram pouco, e quando comparados aos 

valores apresentados na Figura 22a, sendo apenas a amostra positiva para Zika 

vírus fortificada (barra em azul, Figura 22b) apresentou declínio no sinal de 

corrente transiente obtido, o que pode novamente ser atribuído a reações 

cruzadas, ou seja, todo o anticorpo Ab1DENV interagiu com a NS1 DENV3 e 

eventualmente parte dos anticorpos Ab1ZIKV também interagiram, diminuindo 

assim o sinal analítico.  
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Figura 22. Valores transientes de correntes obtidos para detecção do anticorpo 

Ab1ZIKV em a) amostras de pacientes com ZIKV e/ou DENV diluídos 5200 vezes 

em PBS 7,4 b) adição da proteína NS1 DENV3 à 20 ng mL
-1

, valores de branco 

já descontado, (n ≥ 4). 
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De maneira geral, os resultados demonstraram a capacidade do 

imunoensaio de ser aplicado em análises de Zika vírus. A reação cruzada nas 

amostras de pacientes que foram avaliados neste trabalho não prejudicou 

significativamente a diferenciação de anticorpos específicos para o ZIKV com 

os da DENV. O imunoensaio desenvolvido apresentou boa resposta para 

amostras de soro positivos para ZIKV bem como uma boa especificidade, 

indicando a potencialidade do método desenvolvido para ao diagnóstico rápido e 

de baixo custo da ZIKV. 
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5. CONCLUSÕES 

Uma sorologia confiável para o monitoramento e/ou diagnóstico da 

infecção pelo ZIKV continua sendo um desafio para as tecnologias atuais, no 

entanto, apesar do pequeno número amostras, demonstrou-se a viabilidade de 

medir os níveis de anticorpo Ab1ZIKV em soro humano, utilizando uma 

plataforma microfluídica..  

Uma ampla faixa linear foi obtida, variando na escala de concentração de 

pg mL
-1

 até μg mL
-1

,
 
além de um baixo limite de detecção. Também foi 

observado boa repetibilidade do sistema desenvolvido, obtendo-se desvios 

abaixo de 15%, que são desvios aceitos em imunoensaios biológicos. 

A aplicação dos imunoensaios em amostras de pacientes demonstraram 

que eventos de reação cruzada não prejudicou significativamente a diferenciação 

de anticorpos para o ZIKV com os da DENV, indicando ser uma ferramenta 

promissora na detecção de anticorpos para o Zika vírus, apresentando um baixo 

limite de detecção. 

A metodologia desenvolvida apresenta vantagens quando comparados ao 

ELISA tais como: a necessidade de pequeno volume de amostras e reagentes, 

análise rápida e de baixo custo, apresentando um valor aproximado de  R$ 0,70 

reais por dispositivo, este valor está associado aos pequenos volumes de 

reagentes utilizados bem como o emprego de materiais simples, como cartão 

dupla face, folhas de poliéster, dentre outros para a construção dos dispositivos 

totalmente descartáveis.  
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